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摘要 : 高 质量 的 基因 组 DNA 样品 是 分 子 生 态 学 研究 的 先决 条 件 。 本 研究 目的 在 于 探索 从 东方 粘 虫 Pseudaletia 
separata. ( Walker) 成虫 自然 种 群 的 乙醇 保存 标本 中 分 离 高 质量 基因 组 DNA. 的 有 效 方案 。 在 2 mL 微型 离心 管 中 进 
行 4 种 提取 方案 的 实验 比较 ,结果 发 现 采 用 传统 的 茶 酚 抽 提 方法 的 2 种 方案 提取 腹部 中 段 组 织 的 基因 组 DNA , 样 
癌 合格 率 只 有 7.69% ~40% 。 但 是 ,如 果 在 茶 酚 抽 提 以 前 加 入 高 浓度 盐 和 十 六 烷 基 三 甲 基 省 化 铵 (CTAB) ,就 会 使 
DNA 样品 合格 率 达 到 68. 42% ~95.28% ,而 且 DNA 平均 产量 达到 5.59 ~ 10. 04 mg/g, 明 显 高 于 前 者 的 2.83 ~ 
5.78 mg/g (统计 检验 表明 ,在 不 同 种 群 中 差异 显著 或 不 显著 ) 。 研 究 结果 还 证 明 腹 部 组 织 比 胸部 组 织 更 适宜 提取 
DNA。 对 来 目 一 个 自然 种 群 的 99 头 东方 粘 虫 DNA 合格 样品 的 统计 分 析 表 明 ,DNA 提取 总 量 (hg) 与 组 织 样品 用 量 
(mg) 之 间 存 在 弱 的 正 相 关 关 系 , 平 均 DNA. ERE (mgg) 与 组 织 样品 用 量 (mg) 之 间 存 在 中 度 负 相 关 关 系 。 总 之 ， 
在 2 mL 微型 离心 管 中 , 用 10 ~20 mg 腹部 组 织 ,利用 CTAB + 茶 酚 抽 提 方法 可 以 获得 高 纯度 和 高 含量 的 基因 组 DNA 
样品 。 用 该 方案 提取 的 基因 组 DNA 能 够 顺利 地 进行 微 卫星 位 点 的 分 离 和 基因 分 型 。 
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中 图 分 类 号 : Q966 文献 标识 码 : A 文章 编号 : 0454-6296 (2009 )03-0345-08 


High-quality genomic DNA extraction from ethanol-preserved 





lepidopteran adults and its application in microsatellite research 

ZHANG Guo-Yan'^, ZHAI Bao-Ping"" (1. Key Laboratory of Monitoring and Management of Plant 
Diseases and Insect Pests, the Ministry of Agriculture, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, 
China; 2. Plant Protection and Quarantine Station of Henan, Zhengzhou 450002, China) 

Abstract: Since genomic DNA of high quality is a crucial prerequisite for molecular ecology studies, we 
specially detected efficient protocols to isolate high-quality genomic DNA from ethanol-preserved 
Pseudaletia separata adults of several natural populations trapped by light traps in fields of different areas. 
The results of comparative experiment of 4 DNA isolation protocols in 2 mL microcentrifuge tubes showed 
that only 7. 69% — 40% of DNA products were qualified in those isolated with conventional phenol 
extraction protocols. But the qualified rate of DNA products extracted with CTAB + phenol extraction 
protocols increased to 68. 42% — 95. 2896. Moreover, 5. 59 — 10. 04 mg/g DNA was recovered with 
CTAB + phenol method, much more than 2. 83 -5.78 mg/g with conventional phenol extraction protocol 
( significantly different or not from statistical tests in different populations). An additional investigation 
revealed that abdominal issue was more suitable for DNA extraction than thoracic issue. Correlation 
analysis of the data set including 99 qualified DNA samples from a natural population indicated that there 
was a weakly positive correlation between tissue amount ( mg) and DNA total yield ( ug), a moderately 


negative correlation between tissue dose ( mg) and average DNA yield (mg/g). In conclusion, CTAB + 
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phenol extraction protocol is an efficient method for extracting high-quality and high-quantity genomic 


DNA products from 10 -20 mg abdominal tissue in a 2 mL microcentrifuge tube, which has been proved 


suitable for microsatellite identification and genotyping. 


Key words: Lepidoptera; Pseudaletia separata; DNA extraction; microsatellite; genotgping 


在 分 子 生态 学 研究 中 ,分 离 基 因 组 DNA 是 最 基 
础 的 工作 。 然 而 ,获得 高 质量 DNA 并 不 是 一 件 轻 而 
易 举 的 事情 。 动 物 基因 组 DNA 提取 的 传统 方法 是 
在 含有 乙 二 腕 四 乙酸 (ethylenediaminetetraacetic 
acid, EDTA ) Hj = $$ HP = A dk HH bi | Tris 
( hdyroxymethyl ) Tris | 缓冲 液 
(pH 8.0) 中 加 入 干 二 烷 基 人 厂 酸 钠 (sodium dodecyl 
sulfate, SDS) Y fA 208 Hel Is , f 22 BRUIT ER. EA Jo BJ n 
物 解 聚 ,并 结合 蛋 日 质 使 其 失 活 ,同时 加 入 和 蛋白酶 开 
水 解 消 化 膜 重 白 和 与 核酸 结合 的 和 蛋白质 ,然后 用 葵 
酚 或 甲 酰胺 抽 提 去 除 重 日 质 等 杂质 ,用 乙醇 - 盐 洲 液 
沉淀 核酸 (Blin and Stafford, 1976; Kupiec et al., 
1987 ) 。 该 方法 在 昆虫 基因 组 DNA 分 离 中 也 得 到 广 
iz HR (Blanchetot, 1991; Black et al., 1992; 
Yasukochi, 1998; Nagaraju et al., 2002; AERA, 
2004; Meglecz et al., 2004; Miao et al., 2005; 查 玉 


aminomethane , 


平等 , 2006; 杨 子 祥 等 , 2006; Gilbert et al., 2007; 
解 彰 等 ，2008 ) , 但 在 提取 东方 粘 虫 Pseudaletia 
separata (Walker) 成 虫 乙醇 保存 标本 的 基因 组 DNA 
时 却 效果 不 佳 。 本 研究 在 传统 的 蛋 昌 酶 K 和 SDS 
裂解 加 上 葵 酚 抽 提 方法 的 基础 上 ,参考 微生物 和 植 
物 DNA 提取 方案 , 奖 选 提取 东方 粘 虫 成 虫 高 质量 
DNA 的 方法 , Ei TE f vr — Rb ES C. n] SE TOS BECA 
型 鲜 翅 目 昆 虫 成 虫 目 然 种 群 DNA. 提取 的 方法 ,为 昆 
虫 分 子 生态 学 研究 的 顺利 开展 打 好 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 ARER 

东方 粘 虫 成 虫 采 目 各 地 黑光 灯 下 ,详细 情况 见 
表 1。 所 采 标 本 用 无 水 乙醇 浸泡 , - 20 冷冻 保存 。 
用 于 本 研究 时 标本 已 经 保存 4~12 个 月 。 


表 1 东方 粘 虫 成 虫 标 本 采集 情况 


Table 1 Collection situation of Pseudaletia separata adult specimens 


采集 地 点 采集 时 间 (年 -月 -日 ) 采集 数量 
Collecting location Collecting time( yy-mm-dd ) Number of adults trapped 
河南 优 师 Yanshi, Henan 2006-08-15 104 
贵州 息 烽 Xifeng, Guizhou 2006-06-12. — 2006-06-20 70 
山西 商城 Ruicheng, Shanxi 2006-08-23 — 2006-09-30 139 
河南 安阳 Anyang, Henan 2006-09 106 
陕西 商洛 Shangluo, Shaanxi 2007-06 36 
江苏 通州 Tongzhou, Jiangsu 2006-05-22 — 2006-05-26 39 
河北 宽 城 Kuancheng, Hebei 2006-05 45 
陕西 洛 南 Luonan, Shaanxi 2006-05-26 75 
辽宁 新 民 Xinmin, Liaoning 2006-08-03 -2006-08-10 84 
河北 丰 南 Fengnan, Hebei 2006-08-31 — 2006-09-04 20 


1.2 基因 组 DNA 提取 方法 

1.2.1 虫 体 处 理 : 用 毛笔 除去 体 表 鳞 毛 ,用 藤子 
(AH) BAKER W EASE E A, H Ja A kK aP 
W, FANEK US AK ECT RC Ho EKRE 
ERPE EIHAR IA RAAS 20 min, EX 
HA KARNER EE C BCARUBIU ) P , EAR 


F, AMFA D REWE ,使 成 细 末 。 如 有 果 研 磨 效 有 果 
不 理想 ,可 再 次 加 入 液 氮 继续 人 研磨 。 

1.2.2 组 织 裂 解 :组 织 研 雁 后 立即 加 入 500 ~ 
700 uL 22 fE Z& vh 3 | 10 mmol/L pH 8. 0 Tris-Cl, 
0.1 mol/L pH 8.0 EDTA,0. 596 ~2% (w/v) SDS], 
混 匀 并 转 入 2 mL 离心 管 ,再 加 入 蛋白 酶 使 其 终 
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浓度 达到 100 ~ 200 ug/mL, 18. 5J Je BA. 50*C IKR 6 
-10 h。 本 人 研究 提出 的 重大 改进 之 处 在 于 ,裂解 后 
在 反应 体系 中 先后 加 入 196 uL 5 mol/L NaCl 和 
91 uL 10% 1& 4L FN bà — FP d E ( cetyltrimethyl 
ammonium bromide, CTAB) ,1R.5J ,65^C 温 育 10 min, 
然后 再 进行 茶 酚 抽 提 。 

1.2.3 ”苯酚 抽 提 :每 管 加 入 等 体积 的 平衡 酚 - 氯 仿 - 
JE ER(25: 24:1) , TEES EX WERE ZEE BL 10 ~ 
20 min, fi jV, 7g 3L 3 3 ,21 000 g 离心 10 ~ 15 min 
( Thermo IEC Micromax Centrifuges 离心 机 ,851 Rotor 
转子 ) 。 用 宽 口 吸 头 (出 口 直 径 0.3 cm, 可 以 手工 把 
200 uL 吸 头 剪 短 使 开口 变 宽 ) 将 水 相 移 和 人 新 的 离心 
管 中 , 弃 界面 层 和 有 机 相 。 上 清 液 不 足 500 pL 时 ， 
用 不 含 SDS 的 裂解 缓冲 液 补 足 500 kL。 如 此 多 次 
抽 提 , 百 到 界面 层 没 有 香 日 质 等 有 机 物 颗 粒 为 止 。 
然后 再 用 等 体积 的 氯仿 / 腊 戊 醇 (24: 1) 抽 提 一 次 去 
除 残 余 酚 (离心 条 件 同上 ) 。 

1.2.4 乙醇 沉 省 :估计 上 清 液 的 体积 (一 般 400 pL 
左右 ) ,加 入 0.1 倍 体积 的 乙酸 钠 (3 mmol/L, 
pH 5.2) ,充分 混 匀 ,然后 加 入 2 倍 体积 的 冰冻 无 水 
乙醇 。 如 果 看 不 见 沉 省 或 这 省 很 少 , 可 以 在 -20Y 
冷冻 30 ~ 60 min。 然 后 在 0Y 离心 (离心 条 件 同 
上 )。 吸 出 或 倾 出 全 部 液体 ,用 70% 乙醇 洗涤 沉沦 
两 次 。 洗 涤 方 法 是 :加 入 70% 乙醇 800 pL, 使 沉淀 
巧 浮 在 乙醇 中 ,必要 时 可 以 用 灭 过 菌 的 牙签 挑动 精 
附 在 离心 管 辟 上 的 沉 泻 块 ,然后 轻 轻 播 动 ,充分 洗 
Wk. ACHSE PED (离心 参数 同上 ) 1 min ,吸出 或 
倾 出 全 部 液体 。 洗 涤 后 将 离心 管 倒置 于 灭 过 菌 的 滤 
纸 上 , 使 残余 液体 自动 流出 ,将 离心 管 平 放 在 超 净 工 
作 台 吹风 或 在 昌 面 上 自然 风干 5 min。 在 DNA 还 比 
较 湿润 时 就 加 入 100 uL TE, DNA 沉淀 块 较 大 时 可 
以 加 入 200 pL。 然 后 加 入 RNase (10 mg/mL) 
LuL.ST CREE 1 h 左右 ,DNA 沉淀 即 可 全 部 溶解 。 
-20 人 保存 。 

1.2.5 对 比 实验 方案 :为 研究 不 同 提取 方法 分 离 基 
因 组 DNA 的 效果 , 特 设 计 4 种 不 同 提取 方案 进行 比 
较 , 分别 是 : P1 方案 :500 uL 裂解 缓冲 液 ，0. 5% 
SDS, 100 pg/mL EAK, 50% 温 育 6h, 酚 -氯仿 - 
FREMME 次 ; P2 方案 :700 pL 裂解 缓冲 液 , 2% 
SDS, 120 pg/mL 和 蛋白酶 K, 5$0% 温 育 10 h, W-A 
念 - 异 戊 醇 抽 提 4 次 ; P3 方案 :700 pL 裂解 缓冲 液 ， 
2% SDS, 120 pg/mL 和 蛋白酶 K, 507C 3L EP 10 h, 加 
入 196 uL 5 mol/L NaCl 和 91 pL 1096 CTAB, M-F 


念 - 异 戊 醇 抽 提 2 次 ; P4 方案 :700 pL 裂解 缓冲 液 ， 
2% SDS, 120 ug/mL 蛋白 酶 K, 50CHA 10 h, 加 
入 196 uL 5 mol/L NaCl 和 91 uL 10% CTAB, Ej/ 
SUDT/ IX BS dH d 3 次 。P1 和 P2 为 传统 方法 ,P3 
和 PA 为 改进 方法 。 对 比 实验 中 使 用 的 419 头 东方 
粘 虫 成 虫 , 均 取 腹部 中 段 从 背面 纵 训 一 分 为 二 ,分别 
用 上 述 4 种 方案 中 的 2 种 不 同方 案 提 取 基 因 
?H DNA, 

1.2.6 精 胺 纯化 DNA 样品 方法 :对 于 用 传统 茶 酚 
抽 提 方法 获得 的 不 合格 DNA 样品 ,用 精 胺 进行 进 一 
步 纯 化 。 纯 化 方法 参照 Reinete 等 (1998 ) 。 

1.3 DNA 样品 质量 检测 

1.3.1 电泳 检测 :用 1% 34 BR B SE e E vK ub (1 T6 
测 。 每 样品 取 5 pkL ,与 凝 胶 加 样 缓冲 液 一 起 上 样 。 
Æ 100 V 电压 下 电泳 30 min, Hj Bio-Rad Gel Doc 
EQ 凝 胶 成 像 系统 拍照 ,用 其 配套 软件 Quantity One 
定量 。 

1.3.2 纯度 检测 :用 Eppendorf Biophotometer 生物 
分 光 光 度 计 检测 DNA 纯度 。 取 2 pL 样品 ,用 去 离 
子 水 稀释 到 68 pL, 加 入 到 一 次 性 比 色 轩 中 ,在 上 述 
仪器 上 测量 。 合 格 DNA 样品 的 标准 是 : Aso/Azwo 值 
1.8 22.0, A/A» > 2. 0, A44, 三 0.010。 运 用 软件 
DPS 3.01 对 不 同 DNA 分 离 方 法 的 结果 进行 统计 


^N 


WW o 

1.4 DNA 样品 应 用 

1.4.1 酶 切 、 连 接头 和 克隆 :为 检测 用 CTAB +4 
酚 方 法 提取 的 东方 粘 虫 DNA 样品 是 否 能 够 用 来 进 
行 分 子 生物 学 实验 ,将 基因 组 DNA 样品 经 过 酶 切 、 
连接 头 \ 微 卫星 磁 珠 富 集 、 连 接 载体 转化 大 肠 杆菌 、 
AYA PCR $53 JU EP SZ UR , oie tu D. Ee PH TE YE EE e 
其 中 ,限制 性 内 切 酶 购 目 SibEnzyme 公司 ,Taq DNA 
聚合 酶 .TI4 DNA 连接 酶 购 自 TaKaRa 公司 。DNA Hr 
WE EE Promega pGEM-T ,转化 用 Tiangen 公 
HJH E. coli DHSa 热 感受 态 细 胞 ,接头 和 引物 由 
Invitrogen 公司 合成 。 

1.4.2. 扩 增 微 卫 星 位 点 :利用 该 研究 中 克隆 的 微 卫 
星 位 点 设计 PCR 引物 ,用 CTAB + 苯酚 方法 提取 的 
基因 组 DNA 样品 作为 模板 进行 PCR 扩 增 ,电泳 检 
测 等 位 基因 的 扩 增 情况 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 不 同方 法 提取 DNA 结果 的 比较 
4 种 提取 方案 分 离 基因 组 DNA 的 结果 比较 见 
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表 2。 由 表 2 可 推算 出 ,对 于 候 师 标本 ,用 P2 方案 
所 得 DNA 样品 合格 率 比 用 PL 方案 提高 了 21. 16 个 
百分点 ,DNA 平均 提取 量 是 P1 方案 的 2.22 fiio. Z8 
Fisher 小 样本 非 参 数 随 机 化 测验 ,差异 显著 (P < 
0.05)。 这 就 证 明 采 取 增 加 裂解 液体 积 、 加 大 SDS 
MEAN K 浓度、 延长 裂解 时 间 、 增 加 葵 酚 抽 提 次 
数 等 措施 能 够 提高 传统 方法 提取 DNA 样品 的 纯度 
和 产量 。 但 是 用 P2 提取 DNA 的 合格 率 仍 偏 低 , 结 
采 并 不 能 令 人 满意 。 而 息 烽 标本 用 P2 和 了 3 方案 进 
ÍT DNA 4r KS EC 2, MI zs dB E E RP LA 
CTAB 可 使 抽 提 效果 明显 提高 ,DNA 样品 合格 率 接 
近 70% ,但 经 ;测验 发 现 DNA. 产量 并 没有 显著 提 


P4 方案 提取 结果 又 比 息 烽 的 P3 结果 上 了 一 个 台 
阶 , 不 但 DNA 样品 合格 率 超过 了 70% ,而 且 P4 FE 
P2 的 DNA 产量 也 有 极 显 著 提 高 (1 =3. 6025,P < 
0.01)。 利 用 P4 方案 对 安阳 标本 进行 较 大 规模 实 
验 ,DNA 样品 合格 率 超过 95% ,结果 非常 理想 。 
2.2 不 同 组 织 提取 DNA 结果 的 比较 

对 采 自 陕西 商洛 的 36 头 东 方 粘 虫 成 虫 ,将 胸部 
和 腹部 分 开 , 分 别 用 P4 方案 的 抽 提 方法 提取 基因 组 
DNA ,结果 见 表 3。 从 表 3 数据 可 以 看 出 ,用 腹部 组 
织 提取 的 DNA 样品 合格 率 比 胸部 产品 提高 55. 56 
个 百分点 ,DNA 平均 产量 也 极 显 著 高 于 胸部 组 织 (1 
=4.5992,P «0.01), 


高 。P4 HE P3 多 了 一 次 葵 酚 抽 提 ,使 得 内 城 样品 的 


R2 东方 粘 虫 成 虫 不 同 DNA 提取 方案 和 抽 提 结果 


Table 2 Different protocols and results of genomic DNA extraction from Pseudaletia separata adults 


DNA 合格 率 (% ) 


采集 地 点 DNA 提取 方案 样品 用 量 (mg) 标本 数量 ( 头 ) Percentage of qualified 平均 提取 量 (mg/g) 
Sampling site Extraction protocol Tissue amount Sample size ( Ind. ) DNA Average yield 
1n] Pj f] 
TREE P1 10 -28 52 7.69 2.83 +1.56 
Yanshi, Henan 
河南 优 师 
P2 7 -28 52 28.85 6.29 +4.99 * 
Yanshi, Henan 
贵州 息 烽 
RM BE P2 10 -20 32 34.37 8.33 +6.25 
Xifeng, Guizhou 
贵州 息 烽 
ad T P3 10 -20 38 68.42 10.04 +5.58 
Xifeng, Guizhou 
山西 芮 
AR P2 4 -27 80 40. 00 5.78 +3.87 
Ruicheng, Shanxi 
山西 商城 
P4 8 -23 59 71.19 9.92 +6.13 ™ 
Ruicheng, Shanxi 
河南 安阳 
P4 4 -27 106 95.28 5.59 +2.90 


Anyang, Henan 





“表示 对 河南 优 师 种 群 用 P2 方案 与 Pl 方案 提取 基因 组 DNA ,其 平均 提取 量 差异 显著 (P<0.05); ”表示 对 山西 商城 种 群 用 PA 方案 与 P2 方 
案 提 取 基 因 组 DNA ,其 平均 提取 量 差 异 极 显著 (P <0.01)。* shows significant difference between the average DNA yield with P2 protocol and that 
with P1 in Yanshi population ( P «0.05); ™ shows highly significant difference between the average DNA yield with P4 protocol and that with P2 in 
Ruicheng population ( P «0.01). 


43 东方 粘 虫 不 同 组 织 样品 P4 方案 提取 DNA 的 结果 
Table3 The extraction results of genomic DNA from different tissues of Pseudaletia separata adults with P4 protocol 


样品 组 织 样品 用 量 (mg) 标本 数量 ( 头 ) DNA 合格 率 (% ) 平均 提取 量 (mg/g) 
Tissue sample Tissue amount Sample size ( Ind. ) Percentage of qualified DNA Average yield 
胸部 "Thorax 18 -23 36 22.22 3.40 x 0.84 

腹部 Abdomen 13 -21 36 77.78 6.83 +2.37 * 


”表示 用 腹部 和 胸部 组 织 分 别 以 P4 方案 提取 基因 组 DNA 其 平均 产量 差异 极 显 著 ( 忆 <0.01) 。” shows highly significant difference between the 
average DNA yield from abdominal tissue and that from thoracic tissue with P4 protocol ( P «0.01). 
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2.3 DNA 提取 量 与 样品 用 量 的 关系 

对 安阳 106 头 个 体 提取 DNA ,99 个 DNA 产品 合 
格 。 分 析 这 些 合格 产品 对 应 的 样品 用 量 (4 ~ 27 mg) 
和 DNA 提取 量 之 间 的 关系 ,发 现 样品 用 量 和 DNA. 提 
取 总 量 之 间 有 弱 的 正 线性 相关 关系 ( 尺 = -0.2445,P 
«0. 05) (图 1) ,而 样品 用 量 与 平均 DNA. 提取 量 之 间 
有 中 度 负 线性 相关 关系 (R= 70.5481, P «0.01) (图 
2) 。 用 DPS 进行 非 线 性 回归 模型 拟 合 ,其 结果 略 有 
改善 ,但 决定 系数 提高 很 少 。 
2.4 在 微型 离心 管 中 提 取 高 质量 DNA 的 适宜 组 
织 量 

本 人 研究 中 曾经 用 P2 方案 对 采 目 通州 、 宽 城 、 洛 
南 、 新 民 、 丰 南 等 地 的 263 头 东方 粘 虫 成 虫 提 取 整 个 
胸部 (33. 00 + 5. 97 mg) 或 整个 腹部 (72. 87 + 
26.74 mg) 或 整 头 成 虫 (108.87 €28. 18 mg) 基 因 组 
DNA ,合格 DNA 样品 只 有 24 个 ,合格 率 仅 9. 13% 。 
而 从 实验 结果 2.1 -2.3 来 看 ,在 一 个 2 mL 离心 中 
裂解 10 ~ 20 mg 组 织 样品 并 提取 DNA 是 比较 适 
宜 的 。 
2.5 精 胺 纯化 DNA 样品 的 效果 

对 用 P2 方案 抽 提 所 得 的 12 个 纯度 不 合格 的 
DNA 样品 用 精 胺 进行 纯化 。 纯 化 后 检测 发 现 , 与 纯 
化 前 相 比 ,0D6ozso 增 加 +33% ~ -65% , OD60/2330 
加 +15% ~ -67% ,但 所 有 样品 的 纯度 仍 没有 达到 
合格 标准 。 这 就 表明 用 精 胺 纯化 DNA 样品 效 采 
较 差 。 
2.6 DNA 合格 样品 的 酶 切 、 克隆 和 指纹 分 析 
2.6.1 DNA 合格 样品 电泳 结果 :用 P3 或 PA 方案 
提取 的 东方 粘 虫 基因 组 DNA 样品 的 部 分 电泳 结 
见 图 3。DNA 样品 电泳 市 清晰 ,纯度 高 ,浓度 大 , 质 
量 好 。 提 取 的 昆虫 基因 组 DNA 分 子 量 在 23 kb 
以 上 。 
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样品 用 量 Sample amount (mg) 
图 1 DNA 提取 总 量 与 组 织 样品 用 量 的 相关 性 分 析 


Fig. 1 Analysis of relationship between genomic 


DNA total yield and tissue amount 


y = -0.3007x + 9.8015 
: 及 = 0.3004 





(mg/g) 


平均 DNA 提取 量 Average DNA yield 





0 10 20 30 40 


样品 用 量 Sample amount (mg) 
图 2 ”DNA 平均 提取 量 与 组 织 样品 用 量 的 相关 性 分 析 


Fig. 2 Analysis of relationship between genomic 


DNA average yield and tissue amount 


2.6.2. DNA 样品 限制 性 酶 切 - 胶 回收 -连接 头 效果 : 
Hi P3 或 P4 方案 提取 的 东方 粘 虫 成 虫 基因 组 DNA 
做 限制 性 酶 切 , 凝 胶 回 收 300 ~ 700 bp 片段 ,然后 连 
接头 。 经 PCR 检测 (图 4) , 结 采 较 理想 。 





图 3 东方 粘 虫 成 虫 基 因 组 DNA 电泳 图 谱 
Fig. 3 Electrophorgram of genomic DNA extracted with protocol P4 from Pseudaletia separata adults 
M: DNA 分 子 量 标准 Molecular weight standard ADNA/ Hind TII ; 1 — 10: 东方 粘 虫 成 虫 不 同 个 体 基 因 组 DNA 电泳 带 (电泳 条 件 :1% Sul PRESE ,1 
x TAE,5 V/cm 电压 ,电泳 1 h) Electrophoresis (5 V/cm, 1 h, 1% agarose) of genomic DNA from different pseudaletia separate adults. 
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图 4 基因 组 DNA. 酶 切 - 胶 回 收 -连接 头 的 PCR 检测 结果 电泳 图 


Fig. 4 PCR amplification of the recovered and 
adaptor-linked DNA fragments from enzyme- 
digested oriental armyworm genomic DNA 
M: DNA 分 子 量 标准 Molecular weight standard DI2000; 1: 基因 组 


DNA 经 Rsa I B& UJ - [n] fic-xe k 58 0 PCR 产物 PCR amplification 
products of the recovered and adaptor-linked DNA fragments from Rsa l- 


digested genomic DNA. 电泳 条 件 :1.2% ERE BEISERE ,1 x TAE,4 V/em 


电压 ,电泳 h, Electrophoresis conditions: 4 V/em, 1 h, 1. 2% 
agarose, 1 x TAE. 


2.6.3 DNA Hr Et ERE: mr A Bek KR 23 s R Joc Hh 
基因 组 DNA 片段 被 用 来 连接 载体 和 转化 大 肠 杆菌 ， 
经 蓝 日 斑 沛 选 所 得 的 阳性 元 隆 要 经 过 落落 PCR 验 


D 
E 


| 





证 。 部 分 落落 PCR 产物 的 电泳 结果 如 图 5。 从 图 5 
可 以 看 出 ,基因 组 DNA. 酶 切 -回收 -连接 头 的 片段 得 
到 成 功 殉 隆 , 表 明 本 研究 提取 的 基因 组 DNA. 的 片断 
能 够 很 好 地 完成 分 于 死 隆 实验 。 
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图 5 东方 粘 虫 微 卫星 富 集 文库 随机 抽样 菌落 PCR 结果 
Fig. 5 Examples of PCR products of clones randomly 


sampled from microsatellite-enriched library 


1: DNA 分 子 量 标 准 Molecular weight standard DI2000; 2 «8: 菌落 


PCR 产物 PCR products of clones. 电泳 条 件 :1.2% SRRE REGERE ,1 x 
TAE,3 V/cm 电压 ,电泳 1.5 h, Electrophoresis: 3 V/cm, 1. 5 h, 
1.2% agarose. 


2.6.4 微 卫 星 位 点 的 扩 增 :利用 该 研究 提取 的 基 
因 组 DNA 可 以 直接 (或 稀释 后 ) 用 作 微 卫星 位 操 的 
PCR 扩 增 模板 。 在 用 丈 脂 糖 凝 胶 电 泳 进行 单 拷贝 
位 扩 的 初步 第 选 过 程 中 ,部 分 DNA 样品 在 一 个 微 卫 
星 位 点 PCR 扩 增 产物 的 电泳 结果 见 图 6。 从 图 6 可 
以 清楚 辨别 同一 微 卫 星 位 点 在 不 同 个 体 基 因 组 中 等 
位 基因 分 布 情况 ,说 明 提 取 的 DNA 样品 适合 用 来 进 
行 微 卫星 遗传 标记 第 选 和 基因 分 型 。 
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图 6 DARDA RENH DNA 对 同一 微 卫星 位 点 PCR 扩 增 的 电泳 结果 
Fig. 6 PCR amplification of a microsatellite locus in the genomic DNA of different ethanol-preserved Pseudaletia separata adults 
M: 分 子 量 标准 Molecular weight standard 100 bp DNA ladder; 1 - 9: 不 同 个 体 对 同一 微 卫 星 位 点 的 扩 增 带 型 Microsatellite alleles of 12 
individuals. 电泳 条 件 :1.5% 琼脂 糖 凝 胶 ,1 x TAE,5 V/cm 电压 ,电泳 30 min, Electrophoresis conditions: 5 V/cm for 30 min, 1.5% agarose, 1 


x TAE. 
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本 研究 用 CTAB ARRE ELI K+ SDS 裂解 及 
苯酚 抽 提 相 绪 合 的 方法 提取 东方 粘 虫 成 虫 目 然 种 群 
的 基因 组 DNA , 取 腹 部 中 段 10 ~ 20 mg 组 织 样 品 进 
行 实验 ,不 同 种 群 DNA. 产品 合格 率 68. 42% ~ 
95.28% ,提取 合格 DNA Œ 5.59 ~10.04 mg/g, 显 车 
高 于 传统 蛋白 酶 K + SDS 裂解 及 茶 酚 抽 提 方法 的 
7.6996 ~40% 和 2.83 ~5.78 mg/g, 

CTAB 在 DNA 提取 中 的 应 用 最 早 见 于 支原体 
( Jones and Walker,1963) ,后 来 扩展 到 植物 (Murray 
and Thompson, 1980; Doyle and Doyle, 1990; 
Leonardia et al., 2006) ) 和 真菌 (Moeller et al., 1992 ; 
张 于 光 ,2005 ) MEA KEZA 55 fa Sy La] 
物 的 基因 组 DNA jek IAS Dod iH. BRT Reinete 
5 (1998) JF, E IRE BS Eb E AE DAL 2H. DNA. 提取 中 的 
CTAB 法 (Boyce et al.,1989; 张 迎 春 等 ,2002; 张大 
治 和 戴 沛 捷 ，2004; Gujar et al., 2007) 系 直 接 来 目 
于 植物 DNA 提取 方法 ,该 方法 所 用 的 裂解 缓冲 液 
(100 mmol/L Tris-Cl,20 mmol/L EDTA, pH 8.0 ) rH 
直接 含有 2% CTAB 1.4 mol/L NaCl 和 1% 8-55 3: 
ZB ,65C iR EP 10 min ^1 h, PAD: SEXE (24 :1) 
抽 提 1 ~3 次 ,再 用 异 丙 醇 沉 演 DNA, iff Reinete 等 
(1998) KRÆ B RE K A SDS 裂解 1 后 再 加 入 
CTAB 的 方法 ,然后 用 氨 仿 : 寞 戊 醇 (24:1) 抽 提 1 
次 ,再 用 乙酸 馆 和 聚 乙 二 醇 沉 洗 DNA。 在 本 研究 的 
最 初 阶段 曾经 试用 上 述 两 个 方案 ,但 结果 不 理想 。 
CTAB 在 DNA 提取 中 的 主要 作用 机 理 在 于 ,在 高 盐 
浓度 条 件 下 , 它 能 够 与 和 蛋 日 质 和 多 聚 糖 ( 除 了 多 数 
酸性 多 聚 糖 之 外 ) 结合 成 复合 体 (Sambrook and 
Russell,2001) 。 尽 管 这 种 复合 体 并 不 沉 演 ,但 却 方 
便 了 随后 的 葵 酚 -氯仿 抽 提 ,使 得 蛋白 质 和 多 聚 糖 去 
除 的 更 彻底 。 

本 研究 证 明 不 宜 用 鳝 翅 目 成 虫 胸部 组 织 提取 基 
因 组 DNA ,我 们 认为 主要 原因 是 胸部 组 织 研磨 时 不 
多 人 研 细 ,其 表皮 组 织 中 的 几 丁 质 - 蛋 日 质 复合 物 又 难 
以 消化 ,从 而 干扰 了 整个 反应 体系 中 DNA 的 抽 提 ， 
导致 合格 率 低 , 产 出 少 。 所 以 ,腹部 组 织 更 适合 用 来 
提取 昆虫 基因 组 DNA, 

对 于 DNA 提取 ,用 本 研究 证 明 的 PA 方案 一 般 
可 以 保证 DNA 纯度 ,不 必 再 用 精 胺 进行 纯化 。 因 为 
纯化 过 程 会 导致 DNA 严重 损失 ,同时 所 得 产物 也 不 
一 定 纯度 高 。 在 RFLP 或 AFLP 等 DNA 指纹 研究 


中 ,者 需 用 精 胺 纯化 DNA 样品 ,那么 ,用 来 做 限制 性 
酶 切 底 物 的 所 有 DNA 样品 都 必须 经 过 精 腕 纯化 , 否 
则 ,会 出 现 假 的 多 态 性 结果 。 这 是 因为 精 胺 能 够 激 
活 基因 组 DNA 上 某 些 不 易 被 限制 性 内 切 酶 水 解 的 
位 点 ,从 而 使 这 些 位 点 被 限制 性 内 切 酶 切割 ,在 电泳 
图 上 会 出 现 更 多 的 酶 切片 段 带 (Conrad and Topal, 
1989; Oller et al.,1991) 。 

在 DNA 提取 过 程 中 , 随 着 组 织 样品 用 量 增加 。 
重 日 质 等 干扰 物质 就 会 增多 , 抽 提 过 程 中 两 相 界 面 
层 的 杂质 也 会 随 之 增加 。 那 么 ,为 保证 DNA 样品 纯 
度 , 在 每 次 转移 上 清 液 的 操作 中 , 徘 近 界 面 层 的 上 清 
液 束 会 损失 更 多 ,存在 于 上 清 液 中 的 DNA 也 会 随 之 
损失 更 多 。 这 样 一 来 ,一 方面 导致 样品 用 量 和 提取 
DNA 总 量 之 间 的 相关 性 降低 ,更 会 引发 单位 样品 量 
产 出 的 DNA 量 呈 现 随 样品 量 增加 而 下 降 的 变化 趋 
势 。 另 外 ,本 研究 对 象 是 远 距 离 迁 飞 昆 虫 , 自然 环境 
中 灯光 诱 集 的 同一 批 标 本 可 能 有 痢 授 异 的 虫 源 地 ， 
个 体 间 物 质 组 成 差异 较 大 。 因 此 ,与 实验 室 人 工 饲 
养 种 群 和 非 迁 飞 昆 虫 目 然 种 群 相 比 , 迁 飞 昆虫 目 然 
种 群 中 样品 用 量 与 DNA 提取 量 之 间 的 相关 关系 可 
能 会 相对 弱化 。 

在 分 子 生态 研究 中 ,往往 要 提取 单个 个 体 的 
DNA。 如 果 个 体 较 多 ,在 微型 离心 管 中 提 取 就 显得 
方便 、 快 捷 。 本 研究 摸索 的 方法 ,只 需 用 10 mg 左右 
的 样品 组 织 , 就 可 以 在 2 mL 离心 管 中 提 取出 高 纯 
度 高 产量 的 基因 组 DNA。 但 是 ,这 种 方法 应 用 到 不 
同 昆 虫 或 不 同 目 然 种 群 时 , 因 材 料 不 同和 操作 误差 ， 
所 得 DNA 样品 合格 率 和 产量 可 能 不 同 。 比 如 本 人 研 
究 中 内 城 和 安阳 种 群 同 样 用 P4 方案 提取 DNA ,所 
得 DNA 样品 合格 率 和 产量 却 有 一 定 差异 。 另 外 , 提 
取 过 程 中 需要 特别 注意 以 下 几 点 :也 要 用 质量 好 、 封 
口 严 的 离心 管 ,劣质 离心 管 在 轻 轻 其 转 时 容易 渗 出 
液体 ,造成 污染 。 书 离心力 不 宜 太 小 ,离心 时 间 不 宜 
过 短 ,否则 抽 提 过 程 中 转移 上 清 液 时 容易 扰动 界面 
层 ,或 者 收获 DNA 沉 演 过 程 中 移 取 上 面 液 体 时 容易 
扰动 离心 管 底部 的 沉淀 。 这 两 种 情况 都 会 严重 损害 
产 出 DNA 样品 的 纯度 或 产量 。 包 个 别 样品 中 可 能 
会 出 现 神色 DNA 沉 演 , 这 是 由 于 组 织 样品 中 的 酚 类 
物质 被 多 酚 氧 化 酶 氧化 成 醒 并 结合 DNA. 的 结果 。 
在 裂解 液 中 加 入 0.5% ~1% B-m Zu RE n] EUR AX 
防止 酚 的 氧化 。 包 为 确保 获得 足够 量 高 纯度 DNA, 
可 以 从 一 头 成 虫 同 时 取 两 份 样品 ,分别 提取。 

CTAB 和 苯酚 抽 提 结合 提取 基因 组 DNA 的 方 
法 ,可 为 酶 切 和 Southern 分 析 相 关 的 研究 提供 高 质 
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量 的 DNA 样品 ,是 一 项 值得 推广 的 基础 性 分 子 生物 
学 技术 。 但 是 ,由 于 涉及 危险 性 试剂 ,需要 做 好 安全 
防护 以 及 含 酚 废 液 的 无 害 化 处 理 。 
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